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Bcschrcibung 



Die I-Xinduni: hclrilVl cm Vcrlahrcn /,ur;i Nachwcis vc^n 
Cvlokcrulin IS iCKlS) iniitck PolytMLTijsckcticnrciikiion 
urul hicr/.u vcrwcndharc Primer sowic cincn Nachwcis-Kit. 3 

Cviokcr^jiinc sind einc CirupfX' von Kcrarin-iihnlichen I 'i- 
laiiicnicn. IJnicr ilincn hai insbL'sondurc Cviokcralin 18 
(nachsiehcr.d mil ('K18 bc/cichncn eine groISc Bcdcuiunj: 
crlantii. da cs /.um Nachwcis von aus Tipiihcl/cllcn hcrvor- 
iicgangcncn 'luniorcn VL'rwcndci wcrdcn kann. /u dicscni lo 
Nachw cis ucrdcn /. B. inirnunoloeisL-he Vcrlahren durchgc- 
ILihn. in dcncn Aniikorpcr j.'c^cn < 'K1S cinycsei/,l ucrden, 
Sc)lchc V'crlalircn sinci jcdoch wcnit; scnsiiiv. Andcrcrscils 
uird CK 1 S auL'h aul" Nuklcinsaurccbcnc nach^cwicscn. 
ITicr/u w. irtl CK 1 S-niRNA niiiicls rcvcrscr 'lYanskription in 13 
cDNA ilbcrsoi/.i und dicsc in cincr PolyiiiLTasckcllcnrcak- 
lion (IX'R) aiiiplifi/.icn und dann nachgcwicscn. Iiin solchcs 
mil R T-IX'R bc/ciLbncics Vcrluhrcn fiihrt allcrdings ofi /.u 
iaisch posi liven Hrgcbnisscn. Seine Spe/.ifiiat isl dahcr un- 
hcrriedigend. 20 

Ncunuicr cl al.. Gene 1S9 {]9^)5\. S. 43 47 beschrciben 
die Diagnose von Mikrornciaslasen durch die Aniplifikation 
Non gewcbc-spc/ifischcn Cicnen. Dies erfolgl beispielswcisc 
(lurch Arnpiifikalion von C'K-18 b/w. Hi A in einer Polyme- 
rase-Keiieri-Rcakiion. 25 

W()%/17{)8() bcirilTi den Nacbwcis von Tunioren uber 
die }{\pression vc^n CViokcralin 20 

Der vorlie^emlen lirfindung lic^t somil die Aufgabc zu- 
^.Tunde, cin Verfahren bereii/usicilen. mil (ieni C'K18, sensi- 
nv und s|x:/ifisch njchgewiescn werden kann. 30 

lirlindungsgeniafi wird dies durch die Cjegcnstiindc in den 
Paienianspriichen erreichi. 

Cje2;;ensiaiid der \orliej;en*.len lirlindung is! Noniil cin Ver- 
fahren /.urn Naehweis von C'KIS das die Iblgcnden Schrittc 
uiiifaBt: 

a) I'nlnahme und Aulbcrciiung einer Kc'^rperprobe, 

b) Isolierung von mRNA aus der Korperprobe, 

c) IJbcrset/.ung der mRNA in cDNA durch eine re- 
verse Transkripiion, arj 

d) Aiiiplilikaiion der cDNA durch cine PCR mil spc- 
/.iellen naehfoleend genannten Primem, die cine grcv 
Rerc AHiniiUl /ait cDN'A von ('K18 zii pro/essierlen 
('K18-Pseuitopcnen aufweisen, und 

c) Naehweis der aniplifizierten cDNA. 45 

Die vorlicgcnde l:rhndunj: beruhi aul dcr Mrkcnnlnis des 
Annicldcrs, daB die falscli posihvcn lirgebnisse in einer her- 
kominlichen RT-PCR fur CKIS <iurch pro/.essicne CKIS- 
Pscudogcne \ erursjcht werden. Dieso licgcn als Verunreini- 50 
^un^ der pr;ipnncnen niRN'A einer Korperprobe vcr. Die 
pro/xssicrien C'K 1 8-Pseudogene haben eine groBe Iloniolo- 
pc /.Lir cDNA von C'K18 und werden daher in einem hcr- 
kommlichen Rr-K.'R-Vert"ahren niitaniplili/.iert. 

Der Anineldcr hal pro/essicne C'KIS-Pseudogcnc iso- 55 
lien. Ilicr/.u hat er gcnoriiischc DNA des Mcnschcn isolicrt 
un<i cincr IX'R unicrzogcn, in der Primer verwendct warden, 
die sich aueh zur Aniplifikation von CK18-eDNA cipncn. 
Die aniplifizierte P>;eudogcn-DNA wurde klonien und se- 
quenzieri. Drci der ainplifi/.ierien Pscudogen-DNAs sind in 60 
Fij». 1 in> Vcrgleich zur CK18-cDNA dargestelli. Die ainpli- 
fizierten Pscudogen-DNAs wurdcn bei der DSM am 07. 
Mar/. 1997 als Klon 6, Klon 5 b/.w. Klon 1 unter DSM 
1 1448, DSM 1 1447 b/.w. DSM 1 1446 hinicrlegi. Sie stellen 
auch cincn Cicgcnsiand der \orliegcndcn Itrfindung dar. 65 

In einem erlindungsgemaBen Vcrtahren wird der Unter- 
schied /.wischen der cDNA von C'KIS und ihren pro/essicr- 
len Pseudoncncn zur Konslruktion von Primcrn fur cine 



PCR gcnui/i. <iurch die cine sclekiive AmpHiikaiion der 
cDNA \on C\viokeratincn gcgcniibcr prozcssicricn Cytokc- 
raiin-Pseudogenen erhalien wird 

I'in erlindungsgemaSes Verfahren umfaRt die l-.ninahme 
einer Korperprobe und dcren Aulbereilung. Als Korper- 
probe sind z. li. cin Ahstnch. das Punktai b/.w. die Kiopsie 
cines Organs. /.. B. von Knoehemnark. abcr auch Blui, Spu- 
lunu Urin. SluhL Liquor, Galle. 1 Aiiiphniissigkeil odcr ein 
gasiroinlesiinales Sekrei. geeigneu wobei einc Kn<x;hen- 
marks- [iiopsic odcr IMul bcvorzugl isi. 

Die lintnahmc und Aul^icrciiung der Korperprobe erfolgt 
in Libhcher Wcise. I-bcnso wird die inRNA aus der Korper- 
probe nach ubliclien Verfahren isoiien. Gunstig isl es. das 
Guanidinium- fhiocyanal-Phenol-Ghlorotonu- Verfahren zu 
verwenden (vgl. Ghonic/.vnski, P und Sacchi, N. Anal. Bio- 
ehem. I()2. ( 1987), 1691. 

Die erhaliene mRNA uird cincr reversen Transkripiion 
unlerzogen. wobei iibiiche Primer, z B. "random hexanier" 
von Phaniiacia, verwendct werden. >:bcnso kann cine iibii- 
che reverse Transkripiase. vor/ugsweisc eine MMI.V re- 
verse Transkriplase (z. B. Superskripi 11, C^ibco BRL), ver- 
wendct werden. Die liedingungen und die Pufl'er der rever- 
sen Transkripiion erfolgen wie vorn Ilersleller empfohlen. 

Die erhaliene cDNA wird einer PGR unler/.ogen, wobei 
es gunslig isi, cine kiiuflicfie Taq-Pt)lymcrasc (z. B. Gibco 
BRL) zu verwenden. Als Primer werden solche verwendct, 
die einc gr6fk*rc Aninitat zur cl3NA von Cyiokcratinen als 
zu prozcssierten Gviokeralin-Pseudogcncn aufweisen. Sol- 
che Pnnier konncn durch iibiiche Verfahren crhalicn wer- 
den. Gunstig ist cs wic folgl vorzugchen: Ks werden Primer 
zu Bereichen der cDNA von Cytokcralincn. insbcsondcre 
CK18, konsiniieri, in dcnen die pro/.essierlen ( yiokeratin- 
Pseudogeiie Unterschiede aufweisen (vgl. Fijj. 2) Die Be- 
rcitsiellung von pro/essicrien Gytokcraiir.-Pseudogenen 
b/.w. dcren Scqucn/en crfolgl durch iibiiche Verlahren. Bci- 
spiclhafl wird auf die vorslehend beschrebcne Bcrcilslel- 
lung von prozcssierten GK 1 8-Pseudogencn verwiesen. Die 
erhallencn Primer werden auf ihre .Mfiniiat zur cDNA von 
Gyiokeratinen bzw. zu prozessierien Gyiokeraiin-P.scudoge- 
ncn geteslcl Dies kann in ublichen Tests erfolgen. Bei- 
spielswcisc werden die Primer in cine P(.'R cingcsctzl, in der 
die cDNA von Cytokeralinen odcr prozessiene Gyiokeratin- 
Pseudogcne in Form gcnomischcr DNA enthallcn sind. Die 
PGR kann unlcr ublichen Bcdingungcn liurchgefuhn wer- 
den. lis werden Primer erhalten, die eine groBcre Affinilat 
zurcDNA von Gyiokeratinen als zu pro/x:ssierlen C'yiokera- 
tin-Pscjdogcnen aufweisen. Auch konnen die Bcdingungcn 
der PGR, wie /.cii, Ternperaiur. pIL Puffer, variicri wcrdcn. 
wcKiurch fiir jcdcs Pnnicrpaar die optmudcn Bcdingungcn 
crmittelt wcrdcn, unter dcncn es die gr.jBte .Mlmitki zur 
cDNA von Gyiokeratinen bzw. die kleinste Affinit.it zu pnv 
/£ssierten Gyiokeraiin-Pseudogencn aufwcisl. 

Primer, die in cineni erfindungsgemaBen Vcrtahren ver- 
wcndei werden konnen, stcllen auch cincn Gcgcnsland der 
vorlicgendcn Hrlindung dar 

lirfindungsgcmaBe Primer hinsichilich der cDNA von 
GK 18 sind folgende: 5'- rGG'IX'AGGAGAGAGT(TC;AT-.l' 
(X), 5'-GAG'nT(}GGArGGAGTAGGG-3' (Y). 5'- 
T(K)A(](]A(\\]iTAC(]rcrTy\-y{X') und 
GGAAGGG.ArGAGGAAGACTA-3' (V). Die Position der 
Primer ist in Fig. 1 angcgcbcn. Die Primer X und X' konncn 
als "upper" Primer und Y und Y' als "lower" Primer cmge- 
sctzi werden. Besonders bcvorzugl sind die Pnmcrpaare X 
und Y so wie X* und Y'. 

Zur Durchfuhrung der PGR in cintni crfindungsgemaBcn 
Verfahren konncn iibiiche Bc<tingungen eingchalten wer- 
den. Vorzugsweisc unifaBt der K'R-Reaklionsansatz 
50t[iM KGl, lOiiiM Tris-HGl (pU 8,3), L3 niM MgGL, 
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O.or.v Ciclaiinc. ().2.S niM jcacs dN'lT, 0,4 0,8 ^iM Primer 
unci 5 l:inlicilcn Taq-Poiynicras*.' pro 100 pi. 

Die PC'R LinitaBi pro /vklus vor/,u^swcisc fokcndcs: 
T-jne l")L"n:iluriLTun^' tier ONA hci '^0 his KKT'C . wijhrend 40 
his 60 Sckundcn. inshcsondcrc l^ci 95"(\ wahrcnci 50 Sc- 
kundcn. T-crncr cine Hybridisicrung dcr PriniLT bci 40 bis 
()()"(". wiihrcnd 20 bis 40 Sckun«icn, insbcsomlcrc bci .S4"(\ 
wahrend 30 Sckundcn. 

Dcswciicrcn kann die PCT^-Rcakiion cine imiialc Dcnaiii- 
ricrunii bci 90 bis 100"('. wahrcnd 1 bis 2 Minulcn, insbc- 
so-nderc bci 95''(\ wahrcnti SO Sckuntlcn uml cine ahschlic- 
Bcndc I'Alcnsion bci his 75'(', wahrcnd ^0 his 90 Sckun- 
dcn, inshcsondcrs bci 72"('. uiihrcnd 1 Minulc uinlasscn. 

Die An/.ahl dcr /ykicn in dcr PC'R kann von cincm l acli- 
rnann Icicht cniiiticll wcnlcn. Sic kann voinGcwcbc abhiin- 
gig scin, aus dcni die luRNA sianniii. Vor/ugswcisc bciragi 
die An/.ahl dcr Zyklcn 20 bis 100. v,obei ca. 30 bis 70 /a- 
klcn fur iiiRNA aus Blut und 40 bis 80 /yklcn llir iiiRNA 
aus Kn(K'hcnniark bcsondcrs bcvor/iigl sind. 

CJunslic kann cs sein. wenn in dcr P("R /wci umcrschied- 
lichc Priiiicrpaare vcrwcndci wcrdcn. wobci das /wciic Pri- 
nicrpaar "nested" Primer sind, so daB hienuit cin kleinercs 
DNA-Stlick inncrhalb dcs anjplili/.icrlcn DNA-St Licks dcr 
crslcn H'R ainplifv/.icrt wird, Vor/ugswcisc uuifaBl cine sei- 
che PC'R-Rcaknon To I gc rules: 

crstc PCR: Primer X und Y, ca 4(J Zyklcn bei 90 his 100"C\ 
wahrend 40 bis 60 Sckundcn, insbcsondcrc 95'^'C\ wahrcnd 
50 Sckundcn. und 40 bis 60"(\ wahrcnd 20 bis 40 Sckun- 
dcn, insbcsondcrc ,54"C', wahrcnd 30 Sckundcn. 
Kin Aliquot der crslcn IX*R wird niit deiii Ansaiz fiir die 
/.wciic R;R vcrdunnl. /.. li 1 : 10 1 : 20. 
zwciic IVR: Primer X' und Y', 25 bi.s 40 /yklcn unier den 
Bcdinguiigcn der crslcn PCT^. 

Jedc 1\'R kann mil eincr iniiialcn Dcnaluricrung gestanei 
und mil cincr abschlicBcncien l{.\icnsion unlcr jeweils vor- 
sichcndcn licdingunjjcn bccndci wcrdcn. 

Dcr Nachwcis dcr ainplifi/.icrtcn Cyiokcraiin-cDNA cr- 
folg! in iiblichcr Wcisc. /.. li, (lurch Agaroscgcl-I^lcktropho- 
rese mil lithidiumbromid unicr UV-l„ichl oder durch Soui- 
hcm-Bloi'Hyhridisierung mil fiir die C'yiokeraiin-cDNA 
spe/.ilischcn Sonden. 

liin wcilcrer Gcgensiand der vorliegenden lirlindung isi 
cin Kit /.um Nachwcis von (XI 8 in eincr Korpcrprobe. Die- 
ser Kit umfaLJl Miiiel /.ur Ubersct/.ung von mRNA in cDNA, 
Primer lur cine IX'R, Rcagcn/.ien, Losungcn, PutVcr und lin- 
zymc sowic Miltel mm Nachwcis von amplifi/.icrtcr DNA. 

l{r unital.^i als Primer die vorstchcndcn Primer X, Y und/ 
otlcr X', Y'. 

Die vorlicgcndc l:rlindung wcist cine Rcihe von Voncilcn 
aut". Mil dcni crfmclungsgcinaBcn Vcrtalircn konnen gering- 
sic Mcngcn von C'K18-RNA nachgcwicscn wcrdcn. Rci- 
spielswcisc isi es bci ("K18-RN.A moulich, Mcngcn nach/.u- 
wciscn. die auf das Vorlicgcn von 1 10 Epithel/.cllcn pr(> 
Milliliter Blu! schlicBcn lassen. Das crfindungsgcmaBc Vcr- 
tahrcn isi sonm sehr scnsitiv. I- crner wcrdcn bci ihm kcinc 
faJsch posiiivcn lirgcbnisse erhalien. Ms isi somii auch schr 
spc/.ilisch. Das erfindungsgcmiililc Vcrfahren cignci sich du- 
her bcsicns /.um Nachwcis von CK18. 

Kur/.e licschrcibung der Zcichnungcn 

Fig. 1: /.cigi die cDNA von CKIS und die DNA von drci 
pro/essierlen C"K 1 8-Pscudogcncn. T Jnlcrschicde in den cm- 
/.clncn DN.^s sind angcgcbcn. I crncr sind in dcr CKIS- 
cDNA (.lie Posili«-)ncn dcr Primer X, X' und Y' angcgcbcn. 

Fig. 2; /.cigi cincn Tcilbercich dcr cDNA von ('K18 und 
die cnlsprechenden Teilbcreiehc von drei pro/A;ssicrien 
C'K18-Pscudogencn sowic die Konstruktion von "upper" 
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und "lower" Primer, wobci Nukleolid-Subsiimtioncn in Bo- 
xen ciargcMclil sind. 

Kij;. 3: /.cigi antpli ti/.ieric cDN.As ciner PC'R-Rcaktion 
(cr\\'anctc C?r6nc der amplifi/ierlcn cDNA: 210 bp) in ciner 
s (iololckirophorcsc mi! l{thidiijtnhrotnid-] "j.irhi.mg (0 5 " 
bis 10^ ITr29-Kar/,inom/.cllen pro Milliliter peripliercm 
Blul. N: negative Konirollc (Wa.sscr ansiclle von Blui bei 
der KNA-lsoiicrung. H: negaiivc Konirollc (Wasser ansicllc 
von RNA bei dcr cDNA-Synihese, B: penpheres Blut ohne 
10 Kar/,inoni/ellen). 

Fiji- 4: /.cigi die Unlcrsucliung von Knochenmarksprobcn 
minds cincs crIindungsgcmaBcn Verfahrcns (Itihidiumbro- 
mid-gcfarhlcs r.icL 11: negaiivc Konirollc (Wasser ansicllc 
von RNA in der cDNA-Synlhcsc ), P: p«.-)silivc Konirollc 
i> (RNA von Kar/inom/cllcn in periphcrcm Blui): 1: Kno- 
chcnmarksprobc cincs Paiicnien mil nicht-maligncr Prkran- 
kung (chronische Pankrcaliiis); 2 ft: Knochenmarksprobcn 
von Patientcn niit gasiroinicstinalcm Krcbs. 

Die I'olgendcn Beispiclc erlauiem die P.rlindung. 

21) 

Beispicl 1: Klonierung prozcssicricr ('K18 Pseudogcnc 

Cicnomischc DNA wurde gciiiaB einem iiblichen Vcrfah- 
ren aus Ix'uko/vicn dcs pcripheren Biuls isolierl und mil 
30 )^ig/m] RNasc wiilircnd ciner Slundc bei 37 %' bchandcll. 
F.s wurdc einc PC'R durchgeluhn. in der zur Amplihkaiion 
vi.>n CK 1 S-Pseudogcncn tolgende Pnmcr verwendet wur- 
den: 1.: 5'-ATC.ACjA'IT(^ACX'A("] CGC rCX'ACX' 1-3" und 
R: 5'-Arc;(X"l CAGAACnTCiG TG rCA'rrCX^- 3'. Die 

30 K.'R-Reakiionsbcdingungcn unifaBlcn 32 Zyklen bei 97"(_"' 
(1 Minute), einc nybridisierungsicmpcralur von ()2'^X' (2 
Minutcn) und cinen abschlicBcndcn lixtcnsionsschritt bci 
72"(' (2 Minutcn), gcfolgt von ciner Exlensiori bci 72"C (K) 
Minuien). Dcr PC.'R-Ansat/. erfolgic in 50 niM KCI. 10 mM 

IS Tris-TTCI (pH 8,3), 1,5 niM MgGl. 0,01% CJclaiine, 
0,25 mM jedes dN'IT's. 0,4 pM Primer und 5 Einhcilcn Taq- 
Polynicrasc pro 100 pi. Die amplifi/.icrle cDNA wurde in 
die Klonicrungssicllc dcs Vcklors pCKIl inlcgricrl. P>hal- 
tcne Klonc w urdcn ciner Rcstnkiionsanalyse unter/.ogcn. lis 
wurdcn drci Klonc gcfundcn. wclchc die in Fig. 1 dargc- 
stcUlcn CK18-Pseudv>gcnc enlhicllen. 

Beispicl 2: Nachwcis von CK18 durth cin crfindungsgcina- 
L^cs Vcrlahrcn 

/cllkuliurcn dcr mcnschlichcn KoIon-Kar/.inom-Zcllinic 
irr2y wurdcn irypsinierl, pclleticn, gcwaschcn, in PBS rc- 
suspcndieri, ge/.iihh und in periphcrcm Blut von Cjcsunden. 
cnihallcnd 153 mg TTamoglohin und (> x 10^ Lcuko/.yicn pro 

.s^) Milliliter Blui, scricll vcrdunnl (1(>- his lO"). Bci der Blui- 
cninahme wurdc durauf gcachlci. keinc Konlainination 
durch lipiihcl/cllcn dcr Flaut zu vcrursachen, indcni die cr- 
slcn Milliliter cninommencn Bluics verworfcn wurdcn. 
RNA wurdc aus dem Blui b/.w. den Blui-HT29-Verdunnun- 

s.s gen in ubiicher Weisc mil dem Ciuanidmium-'rhiocyanai- 
]*henol-< 'hlorolonii- Vcrlahrcn cxtrahiert. 1-crner wurdc die 
RNA-Priiparalion mil DNAsc inkubicrt (40 Rinheilcn pro 
4(K)pl nni 10 liinhciicn RNAsc- Inhibitor in 5 niM MgS04 
bei 25*'('). Das linzym wurdc danach bci 90"(' wahrcnd 5 

60 Minutcn inakiivicrl. GcLrocknclc RJ»JA von 0.5 ml Blul bzw. 
Blut-ITT29-Verdunnungen wur<ie in 80 pi TE rcsuspcndicrt. 
Dicsc RNA wurdc ciner reverse n Transkriplion unler/.ogcn. 
in dcr "random hcxaincr" l^ririicr vcrwcndci wurdcn. lis 
wurdc cDNA erhalien. Dicsc wurdc ciner "nesied" K'R un- 

6.^ icr/.ogcn, in dcr "ncsicd" Primer als /vN'ciics Primcq">aar vcr- 
wcndci wurdcn. Der ersic K'R-Ansat/ (100 pi) umfaBic 
10 pi cDNA und jeweils 0.8 pM der Pnmcr 5'- 'rCX'TCAC- 
C'A('AC^A(JTCTCJAr-3' (X) und 5'- 



BNSDOCID <DE 197163-16C1 I > 



DE 197 16 346 C 1 



5 



C"A(;rrRKX'Al CX'A(TAGCX'-3' (T). 40 Zyklcn wunlen 
hci (5t) Sckundcn) und S4"C (30 Sckundcn)) durchgc- 

luhri. 7 ii\ dieses Ansai/.cs wurdcn in cinen /.wciicn PCR- 
Aasy!/ (100 fjl) gegebcn, dcr jcweils 0.8 |jM der I'rinier 5'- 
'IXJGACX;AC('G('rA(X]('(X^rA-3" (X') und 5'- 3 
(X'AACKX'AlX'ACX'AACiACrA-.V (V) enihiclt. 1-cmcr 
wurdj Jcdc 1*C'R mil uincr inilialcn Dcnaturicrung von 80 
Sckundcn hci y.*>'C' gcstanct und mil cincr absclilicBcndcn 
lixicnsion wahrcnd 1 Minuic be! 72'X' bccndci. Aiiiplili- 
/.ieric cONA wunic cincr CJclclektrophorcsc unter/.o^cn, uni lu 
(JroBc und Mcngc der arnplifi/.icricn cDNA ab/.uschiil/.cn. 

Als Kij». 3 ^clr hcrvor. daB in pcriphcrcrn lilui CKIK in 
cincr Mcngc nachucwicscn wcrdcn konnie, die aul' 1 his 10 
Zclien der Koionkar/.inoin-Zcllinic H T 2') pro Milliliicr 
Blul schlicBcn liifil. I cmcr gchl aus Kig. 3 hcrvor, daB im 15 
Blui von CicsLimicn ohnc Zusai/. von lipilhcl/cllcn kein 
C'K18 nachjicwicscn wcrdcn konnic. 

Somil isi das crfindungsgcmiiBc Vcrfahrcn spc/ifisch und 
scnsiiiv t'Lir C'yiokcraiinc, z. li. C'KIS. 

21) 

Beispicl 3: N^chwcis von CK18 in Paiicnicnprobcn 

Knochcnriiarksj^robcn von funf Paticntcn, die an cinem 
Tumor der Spciscrohrc, dcs Magcns (xler der Lunge liiicn, 
und cines Palienlen mil cincr ^'utarligcn lirkrankung (cliro- 25 
nischc l^ankreatitis) wurdcn eninoinincn. Hs wurdc ein crfin- 
dungsgeniaBcs Verlahren (vgl. Ucispiel 2) durchgefuhrt. 

Aus Fig. 4 gelii hcrvor, tiaB drei der funf 'rumorpalicnicn- 
probcn posiiiv fiir CK18 warcn Die Probe von dcm an cincr 
chronischcn Pankrcatitis Icidcnden Patienien war ncgaiiv M) 
furCKlS. 

Soniil kann das crfindungsgcniiiBc Vcrfahrcn vcrwcndci 
wcrdcn, uiu in Pa;icntcnprohcn s{Kv.irisch, d. h, ofinc durch 
genoinische DNA vcrursachlc lalsch positive lii^ebnissc. 
und sensitiv C'vtokeraiin, /.. B. CKIH, naehzuwciscn. *S 



5. Vcrl^ahrcn nach Anspruch 3 cxler 4, dadureh gekcnn- 
/x;ichnet. daG die Cvtokcratin-I^seudogcne jene von 
Fig. ] sind. 

6. Kit 7.uni Nachweis von (ViokerHlin 1 8 (CK 1 8). uiii- 
fasscnd Miltel zur Ubcrsci/ung von niRNA in cDNA, 
Primer Tur cine K'R, Rcagcn/.icn, Losungcn. Pufler 
und linzyme sowic Miltel zuni Nachweis von amplih- 
zicrlcr cDNA, dadurch gckennw;ichncl, daB die Primer 
5" -TC](TCA( ('AC'A('ACi IX'IX]AT-3' (Xk 5- 
('A("rnXXX^AT(X'AC.''rA(;(X'-3' (Y) und/txJcr 5'- 

ix;c;ACXJAcx'GcrAC(j(xx'rA-3" (X). 3'- 

(X'AA(i( ,(^A'IX'A(X'AA(]ACi A-3' (Y ) sind. 



IIicr/.u 5 Seiic(n) Zcichnungen 



Palcnianspriiche 

1. Oligonuklcolidc der foigenden Sequen/.: 5'- 
IXjCrCACX ACACAG rCTC3AT-3' (X). .''i'- 40 
(^AC"IXr(J(X:Ar(X'ACTACJCC-3' (Y). 5'-rGGAG- 

cja('c'c;ctacxkxxta 3' (x ), 5 -ccaaggc.\\ - 
(^acx'aac;a(ta-3' (Y*) 

2. Vcrwcndung der Oligonuklcoiidc nach Anspruch 1 
als Primer /.uni Nachweis von C'yiol^t-*raiin 18 (CK18). -i^ 

3. Vcrfahrcn z,uin Nachweis von Cytokcraiin 18 
(C'KIH). umlassend die foigenden SchriUe: 

a) lintnahruc und Aullicreiiung cincr Korper- 
probc, 

bi Isolierung von iiiRNA aus der Korpcrprobc, 50 
c) Ubersel/ung tier iiiRNA in cDNA diireh einc 
reverse franskriplion. 

di Amplifikaiion der cDNA durch einc IX'R mil 
Primcm. die cine groBcre AITiniiiii zur cDNA von 
C'K18 als zu prozcssicrlcn CKl 8-Pscudogcnen 55 
aul wciscn. und 

c ) Nachweis der amplifizicricn cDNA, 
dadurch gekcnnzeichncl. daB die Primer 5'- 
T(;CT('A(X'A('A('A(;r(T(;AT-3' (X). 5- 
C^AC"rriXK"CArGCACTAGCX'-3 (Y) unci/oder 5'- &) 
'rGGACjGACX'GCTACGCXX"rA-3' (X'), 5'- 
(X'AACXX'A'IX'ACX'AAC jACTA-3' (Y') sind. 

4. Verfaliren nach Anspruch 3, dadurch gckenn/,cich- 
ncL daB die Korpcrprobc cin Abstrich, das Punkiai 
odcr die Biopsie cincs Organs, z. B. von Knochcnmark. 65 
<xier auch Blui. Spuium, Urin, SiuhU Liquor, Cjalle, 
Lyniphflussigkcil umi/odcr cin gaslrointcstinalcs Sc- 
krei isi. 
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cONA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 

cDNA 
Klon S 
Klon 1 
Klcn 5 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 

cDNA 
Klon 6 
KJon 1 
Klon 5 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 

eONA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 

cONA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 

cONA 
KlonS 
Klon 1 
Klon S 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 



S" ATGAOnTXyiCCACTCGCnCC&CCrrCTC^^ 3' 

5 ATGA{5lTCaCCACTCGCTX^CX7I^ 3' 

5 AS-GAcSlTGACCarrrCGCTCGACCrT^^ 3- 

5- ATGA<SrTGACX:ACTCGCTCCACCTT^^ 3' 

5 GCGCCCAQCTACGGCGCCCGGCXZGGlXliiGCAGCGCG 3' 

5 CT8GCC3^GCTi;gG(j^Q:XGGCg3GTCAGCAQ 3' 

5 I^ZCCAGCTScSECGCCCgScflsGTGAGCAC^^ 3 ' 



5' 
5' 
5' 



ggctctggttcccggatctccgtgtcccgctccaca^gcttcaggg(^ 3' 
ggctctggttcccggatctcc(^stcccS::tccaccagctt ^ 3^ 

;TGGTTCCCGGATCTCj6l<nXXXXK:TCCA^ 3' 




AAGGAGACCATGCAAAGCCrGiUVCGACCXK;CTGGCCTGTrA ^ 

AAGGAa\CX:ATSS^AGCCK3A2§5ACC^ 3' 

AAGGAGACCaTGCaAAQCCTGAaSsacgSCCTGGCCTC^ 3' 

AAGGAGACC^mSCAAAGCCTGAACGACji^SCTCGCCT 3' 

CTGGAGACCGAGAACCGGAGGCTGGAGAiKAAAATCCGGGAGCACITGGAGA^ 3' 

CIX3GAGACCGAGAACCGGAGGCTGGAGAGCAAAATCCGGGAGGA^pGQAGAAQ 3' 

CTrGGAGACCGAGAA^SSaBcCTIXsGftGAGCAAAATCCaSG^ 3' 



CCCCAGGTCAGAGiMTrcGajSCCATrACT^^ 
CCCCAGGTCgGaGACTGGAg^Sl^cnTGAAGaS^^^^ 



5 CCCCAG 
5 CCCCAG 



\CTGG{BS:aTT&CrrGAAGAe 



.GGACCgSSAGGGCTCAQm: 
.GGACCTGAGGGCTCASfiTC 



5 TTCGCaAAlACTGT<K3aCAftTGCCCGC7m:GTTC^^ 

5 TTCGCaAATACTOrGGACAATGCCCGOmSSTT^^ 

5 TTCGC2iAATACTGTGG&CA&TG<X:CGCaTCarrr^^ 

5 iS^JZAAATACTCrrGGACAATGCXXlGC^^ 



GCTGATGACTTTAGAGTCAAGTATGAGACAGAGCrGGCCATGCGCC^^ 
GCTGATGACITTAGAGTCS&Cn^ATGAGAGAGAGC^ 
GCT(^TGa^CTTTAGfiSrCAAGay^TGAGACAGAg}:TGGCCAT^S^ 
GCTGZUX3ACrnaa<S3TCAftGlfi^^ 



GACATCCaTGGGCTCCGCAAGGTCATTGATGAGACCZAATATG^ 

GA^^TCCATGGGCTCrg::AAGGTCATTGATGACAC^ 
GACMCCATGG<SrCcS^AAGGTCA!ITGATGAC^^ 



ACAGAGATCGAGGCTCTCAAGGAGGAGCTGCTCTTCATGAA^^ 

ACAGAGATCGAGGCTCTCAAGGAGGAGCTGCTCTTCSr^ 

ACAG2Va&TCGAGGCTCrcAA£Qc^GCTGCTCT^^^ 

GTAAAAGGCCTAOUiGCCCaGATTGGCAiSCTCT^ 

GTAAAAGGCCTACAaGCQiaGZmMSCCAGCTCTGGCm^ 

CTiAZfflSJfcaC&AGCCSiaGflS^^ 



S AAAICTCAGGaCCTOaCCAAGATCaTCGCaGZi^^ 

S AAATCTCAGGACCSB3C^^<J^TCA^^ 

5 AAATCTCaGGACCTBsCCAAGRTCMa^GACATCSa^^ 



3' i 
3' I 

3' ; 

3 

3' ■ 
3' 

3 ; 

3' ; 



3 
3 
3 
3' 

3' 
3* 
3 
3" 
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cDNA 5' CGGAaGftACCGAG&GGAGCTAG&CA&GTa.CTGGTCrCRGCAGa3^^ 3 

Klon 1 5' iSpGAAGAACgGAG^iSG^ 3 

KJonS 5' CGGAAGAAc{E^GaGGAGCT@GA.GAAGTACTGGTCTGAGCAGACT 3 



cDNA 5 GTGGTCACCACACaGTCTGCTGAGGTrGGAGCTGCTGAG&CGACGCTCA 3 

Klon 6 5' GTGGTCACCACACAGTCglSGAGGTTGGAGCTGCTGAGA^^ 3' 

Klon 1 5' GTGGTCACCACACAGTcffltiGA^ 3 

Klon 5 5' GTG(S^CCAC25^GTcS=SgAGGTTGGAC^^ 3 

cDNA 5' CGTAGAGTCCAGTCCTTGGAGATCGACCTCGACTCCATGAGa^ 3 

Klone 5 grarACAGTCCAGTCCTTGG&GftTCGACCTGGACTCCATGAGiU^ 3 

Kloni 5' ^b^CAGTCCAGTCSrrGGAGATCa^Ca^^ 3 

Klon 5 5 J33a®:A0rccs83icxriTCGAGATCGAc:^ 3 



X' 



eONA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 

cDNA 
Klon 6 
Kloni 
KlonS 

cONA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 



5 GAGJ^CAGCCTGAGGGAGGTGGAGGCCCGCTACGCCCTACAGaTGGAGC^ 3 

5- G&a^CAGCCTQAGG<3aGGTGG&GGCCC^TA^3C CTSCA G2VTGG& 

5 • GAGaAC&GCCTGAGGGaGGTGGAGGCCcB^TaCSCICCTfl u^GATGGAGCaGCTCAAfflGGG 3 

5' Q^B5@CAGCCTGAGGG&GGTGGAGGCCa3CTJ|Sa::C^ 3 



5 ATCCTGCTGCACCTTGAGTCAGAGCTGGCACII^GACCCGGGCAGAGGGACAC^ 3' 

5' im:CTGCTGCACCTj^GTCAGAGCTGGjp^CAGACCCGGGC:AGAG(^ 3' 

5 ATCCTGCTGCACCT^GTCAGAGCIGqSACAGACCCGGGCAGAGGGAC^ 3' 

5' ATCCTGCTGCACCl^AGTCAGaGCTGGCACAG&CCCSSGCaiGA 3' 

5 CAGGAGTATGAGGCCCTGCTGAACMX:AAGGTC^ 3' 

5 CAGGAGT^gGAGGCCCTGCTGAACATOiAGGTCAAGCTGGAGGC^^ 3' 

5' CAGGAGT^^GAGGCCCTGCTGAACM'C&AGGTCAAGCTGGAGGCT^ 3' 

5' CAGSlGTiS<^^CGCCCTGCTC®^GATGAA03TC^ 3' 



cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 



Y' 



1 



5 CGCCGCCTGCTGGAAGATGGCGAGGACTTTA?V[ICTTGGTGATGCCTTG<^ 3 ' 



:cgcctgctggaagatggcgaggacttS 

S BGCCGCCTGCTGGaAGATGGCGAGGA* 
S cgSgSCCTGGTGGAAGATGGCGAGGAC 




KSGTGa' 
MCTTGGTGATGGi 




3" 

'GGACAGCAGCa@: 3 

LCAg:::AGC2^c 3 



cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
Klon 5 

cDNA 
Klon 6 
Klon 1 
KlonS 



r 



1 



5 TCCATGC5^CCATCCAaAAGACC2iCCaCCCGCCGGfiTAGTGG&^ 3' 

5 TCCATC5lAaACc:ATCCAAAAGft.CCACCACCCg3^g^ 3 

5 TCGAT^3AAACCATCCaAgSkGACCACCACCc5:CEg^ 3' 

5 TCCATGCAAACCATCCAAAJ^Cj^CCACCCGCC^^AGTGGATGGCE^ 3' 



GAGACCAATGAGACCAAAGTTCTGAGGCAT^ 



5' GAGACCaATGACACCaAAGTTCTGAGGCAT,.- 
5 ' GAGACGAATGACACGAAAGTrCTGAGGGAT.^ 
5' GAGACCAATGACACCAAAGTTCTGAGGCAT— 



Fig . 1 - Fortsetzung 
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DNA - AGTGGTCACCACACAGTCimaC-A-CCEiATAGTGGATGGCAAAGTGG^ 
TGGTCACCACACAGTqr^l gG^TAGTGGATGGCAAAGTG 



c 

ck 18 



"uop^r" Primer "lower" Prifrer 

ck 18 

Pseudoqene 

Klon 1 - AGTGC-TCACCACACAGTCC&:CGA-CCAAATAGTGGATGC-CAAAGTGG1^ 

1^^^^ 5 _ AGTGGyCACCACQZAGTCCACCGA-CCSAATAGTGGATGGCSAAGTC-G'T^ 
- AGTGGTCACCACACAGTCCACCGA-CCA-AATAGTGGATGGCAAAGTGG'P 

Klon D 



Fig. 2 
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Fig. 4 
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